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©NOUVEAUX VARIANTS DE LA THYMIDINE KINASE, SEQUENCES D'ACIDES NUCLEIQUES 
w CORRESPONDANTES ET LEUR UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE. 

fen La presente invention se rapporte a une sequence 
oacides nucleiques caracterisee en ce qu'elle derive de la 
sequence d'acides nucleiques sauvage codant pour une 
thymidine kinase, ladite sequence d'acides nucleiques pos- 
sedant au moins une mutation dans ta region correspon- 
dent au site de liaison a PATP et avantageusement une 
deuxieme mutation dans la region N-terminale. 

EHe concerne en outre des variants de la thymidine ki- 
nase sauvage et leurs utilisations en therapie genique. 
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La presente invention concerne des sequences d'acides nucleiques codant pour des 
enzymes derivees de I'enzvme thymidine kinase sauvage, TK, et possedant des fonctions 
am&iorees en vue d'une utilisation therapeutique. EUe conceme plus particulierement des 
nouvelles enzymes possedant une specificity et/ou une efficacite ameliorees par rapport a 
I'erayme thymidine kinase de type sauvage. EUe se rapporte ^galement a des vecteurs 
contenant ces sequences d'acides nucleiques et a loirs utilisations therapeutiques, 
notamment en therapie genique. 

La presente invention conceme plus particulterement le domaine de la therapie 
genique qui met en oeuvre des genes suicides en vue d'induire la mort cellulaire de cellules 
specifiques telles que des cellules infectees par un virus comme Ie vims de type VIH (virus 
d'immunodeficience humain), CMV (cytomegalovirus) ou VCR (virus respiratoire 
syncytial). Ce type de traitement therapeutique, consistant a faire exprimer au sdn d'une 
cellule un gene suicide, est egalement applique pour le traitement des cancers et de 
certaines maladies cardiovascul aires. 

Comme gene suicide, on utilise preferentiellement en therapie genique des genes 
dont le produit d'expression confere a la cellule, une sensibilite a un agent therapeutique. 
Plus generalement, il s'agit de genes codant pour des enzymes non mammiferes et non 
toxiques qui, lorsqu'ils sont exprimes dans des cellules de mammiferes, transforment une 
prodrogue, initialement peu ou pas toxique, en un agent hautement toxique. Un tel 
mecanisme d'activation de prodrogues est avantageux a plusieurs titres: il permet 
d'optimiser 1'indice therapeutique en ajustant la concentration en prodrogue ou l'expression 
de l'enzyme, d'interrompre la toxicite en n'administrant plus la prodrogue et d'evaiuer le 
taux de mortalite. 

De nombreux genes suicides sont decrits dans la litterature comme par exemple les 
genes codant pour la cytosine desaminase, la purine nucleoside phosphorylase ou une 
thymidine kinase comme par exemple les thymidines kinases du virus de la varicelle ou du 
virus de 1'herpes simplex de type 1. Parmi ces genes, le gene codant pour la thymidine 
kinase du virus de V herpes simplex de type I est tout particulierement interessant sur le 
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plan therapeutique car, a la difference des aulres genes suicides, il genere une enzyme, la 
thymidine kinase, capable d'eliminer specifiquement les cellules en cours de division. Cette 
enzyme a une specificitd de substrat differente de r enzyme cellulaire, et on a montre 
qu'elle &ait la cible d'analogues de guanosine tels que Tacyclovir ou le ganciclovir 
(Moolten 1986 Cancer Res. 46 p5276). 

Dans le cas particulier du couple HSV1-TK / ganciclovir, le mteanisme d'action 
peut etre schematise comme suit: les cellules de mammifires, modifiees pour exprimer 
Tenzyme HSV1-TK, efFectuent la premiere etape de phosphorylation du ganciclovir pour 
conduire au ganciclovir monophosphate. Cette etape serait limitante. Ulterieurement, des 
kinases cellulaires permettent la metabolisation de ce ganciclovir monophosphate 
successivement en diphosphate puis triphosphate. Le ganciclovir triphosphate ainsi genere, 
produit alors des efFets toxiques en s'incorporant a l'ADN et inhibe en partie TADN 
polymerase alpha cellulaire ce qui provoque Fan-fit de la synthese d'ADN et done conduit a 
la mort de la cellule (Moolten 1986 Cancer Res. 46 p5276 ; Mullen 1994 Pharmac. Ther. 
63 pi 99). 

Par ailleurs, un effet de toxicite propagee (effet "by stander") a ete observe iors de 
I'utilisation de la TK. Cet effet se manifeste par la destruction non seulement des cellules 
ayant incorpore le gene TK mais egalement les cellules avoisinantes. Le mecanisme de ce 
processus peut s'expliquer de trois fa9ons : i) la formation de vesicules apoptotiques qui 
contiennent du ganciclovir phosphoryle ou la thymidine kinase, provenant des cellules 
mortes, puis la phagocytose de ces vesicules par les cellules voisines; ii) le passage de 
prodrogue metabolisee par la thymidine kinase, par un processus de cooperation 
metabolique des cellules contenant le gene suicide vers les cellules ne le contenant pas 
et/ou iii) une reponse immunitaire liee a la regression de la tumeur (Marini et coll. 1995 
Gene Therapy 2 p655). 

Pour Thomme de Tart, I'utilisation du gene suicide codant pour la thymidine kinase 
du virus de I'herpes est tres largement documented En particulier, les premieres etudes in 
vivo sur des rats ayant un gliome montrent des regressions de tumeurs lorsque le gene 
HSV1-TK est exprime et que des doses de 150 mg/kg de ganciclovir sont injectees [K. 
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Culver et coll. 1992 Science 256 pl550]. Toutefois, ces doses sont hautement toxiques 
chez la souris [T. Osaki et coll. 1994 Cancer Research 54 p5258] et done totalement 
proscrites en therapie genique chez lliomme. 

Un certain nombre d'essais therapeutiques sont egalement en cours chez Phomme, 
dans lesquels Ie gene TK est delivre aux cellules au moyen de differents vecteurs tels que 
notamment des vecteurs retroviraux ou adenoviraux. Dans les essais cliniques de therapie 
genique chez Phomme, ce sont des doses beaucoup plus feibles qui doivent €tre 
administrdes de Pordre de 5 mg/kg et pour une duree du traitement courte (14 jours) (E. 
Oldfield et coll 1995 Human Gene Therapy 6 p55). Pour des doses plus 61ev6es ou des 
traitements plus prolonged dans le temps, on observe en efFet des eflfets secondaires 
indesirables. 

H serait done particulierement avantageux de disposer d*un gene suicide apparente 
au gene codant pour la thymidine kinase sauvage, capable de generer un variant de 
r enzyme TK sauvage plus spdeifique et/ou plus actif pour phosphoryler le ganciclovir; 
Avantageusement, un tel variant peut egalement etre mis en oeuvre a une dose 
significativement reduite comparativement a la dose en gene suicide sauvage, et en outre 
permettre de reduire la dose de substrat qui lui est classiquement associee. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer une sequence d'acides 
nucl&ques codant pour un enzyme de type thymidine kinase ayant un comportement 
activateur plus performant a 1'egard du ganciclovir ou un analogue nucleoside. 

La sequence du gene codant pour l'enzyme thymidine kinase du virus de l'herpes 
simplex de type 1 a ete decrite dans la litterature (voir notamment McKnight 1980 Nucl. 
Acids Res. 5 p5949). II en existe des variants naturels conduisant a des proteines ayant une 
activite enzymatique comparable sur la thymidine, ou Ie ganciclovir (M. Michael et coll. 
1995 Biochem. Biophys. Res. Commun 209 p966). De meme, ont ete decrits des derives 
obtenus par mutagenese dirigee au niveau du site de liaison de Penzyme avec ie 
substrat. Toutefois, aucune caracterisation biochimique precise sur les enzymes pures n'a 
ete realisee et aucun test cellulaire utilisant ces mutants n'a ete publie (Black et coll., 1993 



2751988 



4 

Biochemistry 32 pi 1618). En outre, 1'expression inductible d'un gene HSV1-TK, delete 
de ses 45 premiers codons, a ete realisee dans des cellules eucaryotes mais les doses en 
prodrogue utilisees d emeu rent comparables a eel les decrites dans tous les essais de la 
litterature (B. Salomon et coll. 1995 Mol. Cell. Biol. Ji p5322). En consequence, aucun 
5 des variants decrits jusqu r ici ne presente une actrvite amelioree a 1'egard ou vis a vis du 
ganciclovir. 

La presente invention decrit la construction de nouveaux variants de thymidine 
kinase possedant des proprietes enzymatiques ameliorees. La presente demande decrit 
egalement la construction de sequences d'acides nucleiques codant pour ces variants ainsi 
10 que des vecteurs contenant lesdites sequences et permettant leur administration in vivo et 
la production in vivo des mutants. 

De maniere inattendue, la Demanderesse a en effet prepare, isole et caracterise une 
serie de sequences d'acides nucleiques particulieres codant pour des variants de la 
thymidine kinase possedant le comportement activateur requis e'est a dire significativement 
15 amelioree comparativement a celui de la thymidine kinase sauvage. La demanderesse a en 
particulier mis en Evidence que de nouveaux variants de la thymidine kinase ayant des 
proprietes enzymatiques ameliorees pouvaient etre obtenus notamment par modification 
de la region de la proteine responsable de la liaison avec 1'ATP. 

Ainsi un premier objet de l'invention reside dans une sequence d'acides nucleiques 
20 codant pour une thymidine kinase caracterisee en ce qu'elle poss£de au moins une 
mutation dans la region correspondant au site de fixation de TATT. 

Plus precisement, la presente invention a pour premier objet une sequence d'acides 
nucleiques caracterisee en ce qu'elle derive de la sequence d'acides nucleiques codant pour 
une thymidine kinase sauvage, ladite sequence d'acides nucleiques possedant au moins une 
25 mutation dans la region correspondant au site de fixation de I'ATP. 

Au sens de la presente invention, le lerme mutation, couvre toute substitution, 
deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs residus de la sequence d'acides 
nucleiques consideree. II est entendu que ia sequence d'acides nucleiques revendiquee peut 
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comprendre d'autres mutations, localisees ou non, dans la region telle que definie ci- 
dessus. 

Selon un mode prefere de Tinvention, la sequence d'acides nucl&ques derive de la 
sequence codant pour la TK du virus herpes simplex de type I et preferentiellement la 
5 mutation y est representee par au moins une substitution d'une guanine en position 180 par 
une adenine (Gl 80A). 

Selon un autre mode prefere de Hnvention, la sequence d'acides nucleiques derive 
de la sequence codant pour ia TK du virus herpes simplex de type I avec la substitution de 
la guanine en position 180 par une adenine (G180A) et porte en plus une mutation 
10 localisee dans la partie N-terminale de la TK. Ces mutations peuvent etre la substitution de 
la guanine en position 16 par une adenine (G16A) ou la double substitution des guanines 
en position 28 et 30 par des adenines (G28A et G30A). 

La sequence d'acides nucleiques codant pour un variant de la thymidine kinase est 
avantageusement choisie parmi : 

15 (a) la sequence SEQ ID n° 3 ou une partie de celle ci portant la mutation (G180A) 

ou un de leur brin complementaire, 

(b) les sequences SEQ ID n° 6 et SEQ ID n° 7 ou une partie de celles-ci portant la 
mutation (G180A) et respectivement la mutation G16A et la double mutation (G28A ; 
G30A) ou un de leur brin complementaire, 

20 (c) toute sequence hybridant avec les sequences (a) et/ou (b) et codant pour un 

variant de la thymidine kinase 

(d) les variants de (a), (b) et (c) resultant de la degenerescence du code genetique. 

La sequence d'acides nucleiques selon l'invention peut etre d'origine humaine, 
animale, virale, synthetique ou semi-synthetique. 
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DWe maniere generate, les sequences d'acides nucleiques de Knvention peuvent 
etre preparees selon toute technique connue de I'homme du metier. A titre illustratif de ces 
techniques on peut notamment mentionner: 

- la synthese chimique, en utilisant les sequences presentees dans la demande et par 
5 exemple un synthetiseur decides nucleiques, 

- le criblage de banques au moyen de sondes specifiques, notamment telles que 
decrites dans la demande, ou encore 

- les techniques mixtes incluant la modification chimique (elongation, deletion, 
substitution, etc) de sequences cribtees k partir de banques. 

10 Les sequences d'acides nucleiques selon Tinvention peuvent egalement etre 

obtenues par mutagenese(s), dirigee(s) ou non, d'une sequence decides nucleiques, 
naturelle ou deja mutee, codant respectivement pour une thymidine kinase sauvage ou un 
de ses variants. De nombreuses methodes permettant de realiser la mutagenese dirigee ou 
au hasard sont connues de Thomme de Tart et on peut citer la mutagenese dirigee par PCR 

1 5 ou par oligonucleotide, la mutagenese au hasard in vitro par des agents chimiques comme 
par exemple Fhydroylamine ou in vivo dans des souches de E. QQ& mutatrices (Miller "A 
short course in bacterial genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
N.Y., 1992). 

La presente invention s'etend ainsi a toute sequence d'acides nucleiques codant 
20 pour un variant d'une thymidine kinase sauvage et susceptible d'etre obtenue a partir d T une 
sequence d'acides nucleiques telle que revendiquee en mettant en oeuvre Tune des 
techniques de modifications precedemment citees et plus prtferentiellement la mutagenese, 
dirigee ou non. 

Avantageusement, les produits des sequences revendiquees selon la presente 
25 invention s'averent plus performants que l'enz>mie naturelle dont ils derivent par 
modification(s) structurale(s). Exprimes dans des cellules cibies, ils presentent une activite 
enzymatique amelioree par rapport a Tenzyme naturelle vis a vis du ganciclovir ou un 
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analogue de nucleoside. Le comportement dit "plus activateur" ou Tactivite enzymatique 
amelioree" des variants selon l'invention s'apprecie comparativement a celui de Fenzyme 
sauvage, selon les protocol es decrits en details dans les exemples ci-apres. 

Au sens de la presente invention on entend couvrir par analogue nucleoside des 
composes de type acyclovir, trifluorothymidine, l-[2-deoxy, 2-fluoro, beta-D-arabino 
furanosyIJ-5-iodouracil, ara-A, araT, 1-beta-D-arabinofiiranosyl thymidine, 5-6thyi-2*- 
deoxyuridine, iodouridine, AZT, AIU, did^oxycytidine et AraC, A titre d*analogue prefere 
dans le cadre de la presente invention, on peut plus particulierement citer les BVDU, 
ganciclovir et penciclovir. 

La presente invention a egaiement pour objet des variants de thymidine kinase 
sauvages susceptibles d'etre exprimes k partir d'une sequence d'acides nucleiques 
revendiquee. 

Avantageusement, les variants selon l'invention presentent des performances 
ameliorees au niveau de Tune ou plusieurs des caracteristiques enzymatiques suivantes: 

- inhibition par le substrat: une inhibition par le ganciclovir a forte concentration 
est generalement observee avec renzyme sauvage; celle-ci est diminuee voire supprim^e 
avec les variants selon Tinvention. 

-Vitesse de phosphorylation du ganciclovir ou d'un autre analogue de nucleoside: 
les variants selon l'invention possedent avantageusement une plus grande vitesse de 
phosphorylation du ganciclovir ou d'un autre analogue; 

- Vitesse de phosphorylation de la thymidine: celle ci est preferentiellement 
inchangee ou diminuee avec les variants de l'invention ce qui leur confere une plus grande 
select ivite vis a vis du ganciclovir ou de Fanalogue de nucleoside. 

Plus particulierement, ('invention s'etend a tout variant d'une thymidine kinase 
caracterise en ce qu'il comprend au moins une mutation au niveau de son site de fixation a 
TATP. 
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La localisation de ce site de fixation de l'ATP, au sein de la sequence peptidique de 
la thymidine kinase varie selon Porigine virale de ceUe-ci. C'est ainsi que, selon que Ton 
considere la thymidine kinase du virus de la varicelle, du virus de r herpes simplex, de type 
1 ou non, cette region est positional en des regions differentes. Toutefois, de maniere 
generate, elle y figure sous le motif peptidique suivant GXXXXGK(T/S) (SEQ ID N°l) 
avec X representant un acide amine quelconque et dans le cas particulier de la thymidine 
kinase de 1 'Herpes simplex virus de type 1, sous la sequence specifique suivante 
GPHGMGKT (SEQ ID N°2). 

En consequence, la presente invention vise tout variant d'une thymidine kinase 
sauvage comprenant au niveau de sa region peptidique suivante GXXXXGK(T/S) au 
moins une mutation. 

Selon un mode prefer^ de la presente invention, la sequence possedant au moins 
une mutation est celle representee par GPHGMGKT (SEQ ID N°2). Dans ce cas 
particulier, la mutation y est plus preferentiellement representee par au moins une 
substitution en position 60 d'une Methionine par une Isoleucine. 

A titre representatif de ce type de mutant, on peut plus particulierement titer ie 
mutant 1537:E4 decrit dans les exemples ci-apres. 

L'invention s'etend egalement a tout variant d*une thymidine kinase caracterise en 
ce qu'il comprend au moins une mutation au niveau de son site de fixation a 1'ATP et une 
mutation localisee dans la region N-terminale. Preferentiellement ladite mutation est 
local isee dans les acides amines numerotes de 1 a 20. Plus preferentiellement ladite 
mutation est localisee dans les acides amines numerotes de 1 a 15. Encore plus 
preferentiellement ladite mutation est localisee dans les acides amines numerotes de I a 10. 
Selon un mode de realisation prefere ladite mutation est localisee dans les acides amines 
numerotes de 5 a 10 

Selon un mode tout particulierement prefere de la presente invention, la sequence 
possede une mutation representee par une substitution en position 60 d'une Methionine par 
une Isoleucine et par une substitution en position 10 d'une Alanine par une Threonine. 



2751988 



9 

A titre representatif de ce type de mutant, on peut plus particulierement citer le 
mutant 2-865 :H 12 decrit dans les exemples ci-apres. 

Selon un autre mode tout particulierement prefere de la presente invention, la 
sequence possede une mutation representee par une substitution en position 60 d'une 
Methionine par une Isoleucine et par une substitution en position 6 d'une Glycine par une 
Serine. 

A titre representatif de ce type de mutant, on peut plus particulierement citer le 
mutant 2-3361 :D3 decrit dans les exemples ci-apres. 

Preftrentiellement, le variant 1537:E4 selon Tinvention presente au moins Tune des 
performances cinetiques suivantes: 

- une diminution de Tinhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de 
F analogue de nucleoside a des concentrations elevees en ganciclovir ou en analogue de 
nucleoside, 

- une vitesse de phosphorylation du ganciclovir ou de I' analogue de nucleoside au 
moins doublee et/ou 

- une vitesse de phosphorylation de la thymidine reduite d'un facteur de 1,5 au 

moins. 

Preferentiellement, les variants 2-865:H12 et 2-336 1:D3 selon l'invention 
present ent au moins Tune des performances cinetiques suivantes: 

- une diminution de l'inhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de 
I' analogue de nucleoside a des concentrations elevees en ganciclovir ou en analogue de 
nucleoside, 

- une vitesse de phosphorylation du ganciclovir ou de I'analogue de nucleoside au 
moins triplee. 



2751988 



10 

Phis preferentiellement les variants selon Tinvention et en particulier le variant 
1537:E4, manifestent avantageusement ies proprie^s cin^tiques suivantes: 

- une absence presque totale d'inhibition de I'activite de phosphorylation du 
ganciclovir contrairement a 1'enzyme sauvage pour Iaquelle I'inhibition est tres nette a 

5 partirde 15jiM; 

- une augmentation d*un facteur de 2 a 2,5 de la vhesse initiale de phosphorylation 
du GCV a partir de 15-20uM par rapport a 1'enzyme sauvage, 

- et une vitesse initiale maximale (Vmax) de la phosphorylation de la thymidine 
requite d'un facteur 1,5 par rapport a 1'enzyme sauvage. 

10 Plus generalement, Tobjet de la presente invention s'etend a des variants de la 

thymidine kinase possedant les caracteristiques suivantes: 

- une reduction de I'inhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de Tanalogue 
de nucleoside a concentration elevee, 

- une vitesse de phosphorylation du ganciclovir augmentee d'un facteur de 2 au 

15 moins; 

- une vitesse de phosphorylation de la thymidine reduite d'un facteur de 1,5 au 

moins. 

Plus preferentiellement les variants selon l'invention et en particulier les variants 2- 
865:H12 et 2-3361:D3 manifestent avantageusement les proprietes cinetiques suivantes: 

20 " une absence presque totale d'inhibition de I'activite de phosphorylation du 

ganciclovir contrairement a I'enzyme sauvage pour Iaquelle I'inhibition est tres nette a 
panir de 15|.iM; 

- une augmentation d'un facteur de 3 a 4 de la vitesse initiale de phosphoylation du 
GCV a partir de !5-20uM par rapport a I'enzyme sauvage et 
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Plus generalement, 1'objet de la presente invention s'etend a des variants de la 
thymidine kinase possedant les caracteristiques suivantes: 

- une reduction de Inhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de fanalogue 
de nucleoside a concentration elevee, 
5 - une vitesse de phosphorylation du ganciclovir augment* dta fecteur de 3 au 

moins; 

De telles qualites sont particulierement avantageuses sur le plan therapeutique 
puisqu'elles permettent d'envisager une reduction significative des doses d-utilisation en 
enzymes et/ou en analogue de nucleoside pour une efficacite au moins equrvalente vo,re 
10 superieure. LHnnocuite est privilegiee sans pour autant porter prejudice a l'efficacite. 

Au sens de Invention, on entend egalement designer par variant selon la presente 
invention toute enzyme obtenue par modification, a Vaide des techniques du geme 
genetique de la sequence d'acides nucleiques codant pour une thymidine kinase sauvage et 
possedant le comportement defini ci-dessus au regard du ganciclovir et/ou un analogue 
15 nucleoside. (Par modification, on doit entendre toute mutation, substitution, delete 
addition ou modification de nature genetique et/ou chimique). 

Bien entendu, ces derives selon 1'invention, capables d'induire via l'activation du 
ganciclov* ou un de ses analogues, la destruction desdites cellules peuvent 
avantageusement etre exprimes in v,vo directement a partir des sequences d'ac.des 
20 nucleiques revendiquees. 

A cet effet, la presente invention concerne egalement toute cassette d'expression 
comprint une sequence d'acides nucleiques telle que defmie ci-avant, un promoteur 
permettant son expression et un signal de terminaison de la transcription. Le promoteur est 
avantageusement choisi parmi les promoteurs fonctionnels dans les cellules mamm.feres, 
25 de preference humaines. Plus preferentiellement, il s'agit d'un promoteur permettant 
.'expression d'une sequence decides nucleiques dans une cellule hyperproliferat.ve 
(cancereuse, restenose, etc). A ce, egard, differents promoteurs peuvent etre ut.hses. 11 
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peut s'agir par exemple du propre promoteur du gene TK de I'herpes simplex de type I. H 
peut egalement s'agir de sequences d'origine differente (responsables de 1'expression 
d'autres genes, ou meme synthetiques). II peut ainsi s'agir de tout promoteur ou sequence 
derivee stimulant ou reprimant la transcription d*un g&ie de fa$on specifique ou non, 
5 inductible ou non, forte ou faible. On peut citer notamment les sequences promotrices de 
genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule cible. Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut utiliser en particulier 
de promoteurs ubiquitaires (promoteur des genes HPRT, PGK, alpha-actine, tubuline, 
DHFR etc), de promoteurs des filaments intermediaires (promoteur des genes GFAP, 

10 desmine, vimentine, neurofilaments, keratine, etc), de promoteurs de genes therapeutiques 
(par exemple le promoteur des genes MDR, CFTR, Facteur VTJI, ApoAI, etc), de 
promoteurs specifiques de tissus (promoteur du gene pyruvate kinase, villine, proteine 
intestinale de liaison des acides gras, alpha-actine du muscle tisse, etc), des promoteurs 
cellules specifiques de type cellules en division comme les cellules cancereuses ou encore 

15 de promoteurs repondant a un stimulus (recepteur des hormones steroides, recepteur de 
Facide retinoique, recepteur de glucocorticoides, etc) ou dits inductibles. De meme, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d*un virus, tel que par exemple les 
promoteurs des genes E1A et MLP d'adenovirus, le promoteur precoce du CMV, ou 
encore le promoteur du LTR du RSV, etc. En outre, ces regions promotrices peuvent etre 
20 modifiees par addition de sequences d'activation, de regulation, ou permettant une 
expression tissu-specifique ou majoritaire. 

La presente invention fournit maintenant de nouveaux agents therapeutiques 
permettant d'interferer avec de nombreux dysfonctionnements cellulaires. Dans ce but, les 
acides nucleiques ou cassettes selon Tinvention peuvent etre injecte(e)s teI0e)s quel(le)s au 
25 niveau du site a traiter, ou incube(e)s directement avec les cellules a detruire ou traiter. II a 
en effet ete decrit que les sequences d'acides nucleiques nu(e)s pouvaient penetrer dans les 
cellules sans vecteur particulier. Neanmoins, on prefere dans le cadre de la presente 
invention utiliser un vecteur d'administration, permettant d'ameliorer (i) I'eflFicacite de la 
penetration cellulaire, (ii) le ciblage (iii) la srabilite extra- et intraceliulaires. 
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Dans un mode de mise en oeuvre particulierement prefere de la presente invention, 
la sequence d'acides nucleiques ou la cassette est incorporee dans un vecteur. Le vecteur 
utilise peut etre d'origine chimique, biochimique ou virale. 

Par vecteur chimique, on entend couvrir au sens de Invention, tout agent non viral 
5 capable de promouvoir le transfer! et l'expression de sequences d'acides nucleiques dans 
des cellules eucaryotes. Ces vecteurs chimiques ou biochimiques, synthetiques ou naturels, 
represented une alternative interessante aux vims naturels en particulier pour des raisons 
de commodity de securite et egalement par 1'absence de limite theorique en ce qui 
concerne la taille de I'ADN a transferer. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions 
10 principales, compacter 1'acide nucieique a transferer et promouvoir sa fixation cellulaire 
ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas echeant, les deux 
membranes nucleates. Pour pallier a la nature polyanionique des acides nucleiques, les 
vecteurs non viraux possedent tous des charges polycationiques. A titre representatif de 
ce type de techniques de transfection non virales, actuellement developpees pour 
15 Tintroduction d'une information genetique, on peut ainsi mentionner celles impliquant des 
complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al, J.Virol 1 (1967) 891), d'ADN et 
de proteines nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides 
(Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 
255(1980) 10431), etc. 

20 Plus recemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est 

apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A 
cet egard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus 
adeno-associes, et les adenovirus. 

25 La sequence d'acides nucleiques ou le vecteur utilise dans la presente invention 

peut etre formule en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasal^ 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraocuiaire, transdermique, etc. De 
preference, la sequence d'acides nucleiques ou le vecteur est utilise sous une forme 
injectable. 11 peut done etre melange a tout vehicule pharmaceutiquement acceptable pour 
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une formulation injectable, notamnient pour une injection directe au niveau du site a 
trailer. II peut s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions 
seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon !e cas d'eau sterilise© ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. Une injection directe de la 
5 sequence d'acides nucleiques dans la tumeur du patient est interessante car eUe pennet de 
concentrer l'effet therapeutique au niveau des tissus affectes. Les doses en sequences 
d'acides nucleiques utilisees peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du vecteur, du mode d'administration utilise, de la pathologie 
concernee ou encore de la duree du traitement recherchee. 

1 o L'invention concerne egalement toute composition pharmaceutique comprenant au 

moins une sequence d'acides nucleiques telle que d6finie ci-avant. 

Elle concerne egalement toute composition pharmaceutique comprenant au moins 
un vecteur tel que defini ci-avant. 

Elle concerne aussi toute composition pharmaceutique comprenant au moins un 
15 variant de la thymidine kinase tel que defini ci-avant. 

En raison de leurs proprietes antiproliferatives, les compositions pharmaceutiques 
selon l'invention sont tout particulierement adaptees pour le traitement des desordres 
hyperproliferatifs, tels que notamment les cancers et la restenose. La presente invention 
fournit ainsi une methode particulierement efficace pour la destruction de cellules, 

20 notamment de cellules hyperproliferatives. Elle est ainsi applicable a la destruction des 
cellules tumorales ou des cellules de muscle lisse de la paroi vasculare (restenose). Elle est 
tout particulierement appropriee au traitement des cancers. A titre d'exemple, on peut citer 
les adenocarcinomes du colon, les cancers de la thyroide, les carcinomes du poumon, les 
leucemies myeloides, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les cancers du poumon, 

25 les cancers gastriques, les cancers de 1'oesophage, les lymphomes B, les cancers ovariens, 
les cancers de la vessie, les glioblastomes, les hepatocarcinomes, les cancers des os, de la 
peau, du pancreas ou encore les cancers du rein et de la prostate, les cancers de 
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l'oesophage, les cancers du larynx, les cancers tete et cou, les cancers ano-genitaux HPV 
positifs, les cancers du nasopharynx EBV positifs, etc. 

Elle peut etre utilisee in vitro ou ex vivo. Ex vivo, elle consiste essentiellement a 
incuber les cellules en presence d'une sequence d'acides nucleiques (ou d'un vecteur, ou 
5 cassette ou directement du derive). In vivo, elle consiste a administrer a 1'organisme une 
quantite active d'un vecteur (ou d'une cassette) selon Finvention, de preference directement 
au niveau du site a traiter (tumeur notamment^ prealablement, simultan£ment et/ou apr^s 
Tinjection de la prodrogue consideree c'est a dire le ganciclovir ou un analogue 
nucleoside. A cet egard, invention a egalement pour objet une m&hode de destruction de 
10 cellules hyperproliferatives comprenant la mise en contact desdhes cellules ou d'une partie 
d'entre-elles avec une sequence d'acides nucleiques ou un variant de la thymidine kinase 
tels que definis ci-avant. 

En consequence, la presente invention propose une enzyme TK mut6e de telle 
sorte que la phosphorylation du ganciclovir ou de 1' analogue nucleoside mis en oeuvre, 
15 soit tres significativement augmentee. Avantageusement, on peut ainsi, selon l'invention, 
utiliser dans des tests cellulaires et cliniques un sequence d'acides nucleiques TK mutee a 
des doses de prodrogue i) significativement plus faibles ; ii) ou susceptibles de provoquer 
un effet "by-stander" plus prononce ; iii) ou bien ne conduisant pas a une toxicite cellulaire 
qui pourrait se produire lorsque la thymidine kinase sauvage est surexprimee. 

20 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples et 

figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legend e des figures: 

Figure 1 : Plasmide d'expression pXL2645 

Figure 2 :Vitesses initiales de phosphorylation en fonction de la concentration de 
25 ganciclovir pour ies enzymes HSV1-TK sauvage et mutante 1537:E4 

Figure 3. La courbe represente les vitesses de phosphorylation (activite specifique en 
nmol/min/mg) en fonction de la concentration en ganciclovir en uM pour les enzymes 
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HSV1-TK sauvage et mutantes (1537:E4, 2-865:H12 et 2-3361 :D3). Le tableau ci dessous 



resume les constantes cinetiques de ces enzymes vis-a-vis du ganciclovir et de la thymidine. 



TK 


GCV 


Thymidine 


S0.5 (uM) 


Vmax obs. 


Km(uM) 


Vmax 


Wild-type 


4.1 


395 


0.21+0.02 


560 ±40 


1537:E4 


6.9 


550 


0.1710.02 


370 ±20 


2-3361 :D3 


5.2 


680 


0.61 ±0.06 


630 ±40 


2-865:H12 


6.2 


3100 


0.20 ± 0.02 


530 ±30 



MATERIELS ET METHODES 



Abreviations 

5 ACV : acyclovir 

GCV : ganciclovir 

HSV1-TK : thymidine kinase du vims de l'herpes simplex de type 1. 
Techniques generates de biologie m oleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
10 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au phenol- 
chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de l'ethanol ou de l'isopropanol, la 
transformation dans Escherichia coli sont bien connues de Phomme de metier et sont 
15 abondamment decrites dans la titterature (Sambrook et coll. "Molecular Cloning, a 
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; 
Ausubel et coll. "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New 
York, 1987). 

Les plasmides de type pUC et les phages de la serie Ml 3 sont d'origine 
20 commerciale (Bethesda Research Laboratories), les plasmides pBSK ou pBKS 
proviennent de Stratagen. 
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L/amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain Reaction] peut etre effectuee en utilisant un M DNA thermal 
cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du fabricant. 

L'electroporation d'ADN plasmidique dans des cellules de 1. soli peut-etre realisee 
5 a l'aide d'un electroporateur (Bio-Rad) selon les recommandations du fournisseur. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham ou celui distribue par Applied Biosystems. 

EXEMPLE 1 : CRIBLAGE BIOCHIMIQUE DE MUTANTS HSV1-TK. 

10 1-1 Plasmide d'expression Drocarvote du y £ne HSV1-TK. 

Plusieurs systemes d'expression du gene HSV1-TK chez E. coh sont decrits dans la 
litterature (Colbere et coll. 1979 Proc. Natl Acad. Sci. USA 76 p3755 ; Kit et coll. 1981 
Gene 16 p287 ; Waldman et coll. 1983 J. Biol. Chem. 258 pi 1571 ; Fetzer et coll. 1992 
Pharm. Pharmacol. Lett. 2 pi 12 ; Brown et coll. 1995 Nature Structural Biology 2 p876). 
15 Celui qui est decrit ci-dessous permet une production tres regulee et elevee de la proteine 
HSV1-TK sous sa forme native (non fusionnee, non tronquee). 

Le plasmide d'expression procaryote pXL2638 a ete construit a partir du plasmide 
pHSV-106 (Gibco-BRL) et du vecteur d'expression pETlla (provenant de Novagen) de 
la fa<?on suivante. Apres avoir rendu les extremites franches, l'insert B&III-NcPl de 1,5 kb 

20 provenant de pHSV-106 et contenant le gene HSV1-TK, dont la sequence est publiee par 
McKnight 1980 Nucl. Acids Res. 8 p5949, a ete clone au site Smal du pBSK pour former 
le plasmide pBTKl. Un site Ndel a ete introduit par mutagenese dirigee a partir de la 
position -3 de la sequence codante du gene HSV1-TK. Pour cela un fragment de 500 bp 
contenant la partie 5* du gene a ete amplifie par PCR en utilisant pBTKl comme matrice 

25 et les oligonucleotides sens 5*(TTA TGA ATT CAT ATG GCT TCG TAC CCC GGC)3' 
SEQ ID N°4 et antisens 5'(TTA TT T CTA GA G GTC GAA GAT GAG GGT)3' SEQ ID 
N°5 comme amorces ; ce fragment a ete clone dans M13mpl9 puis sequence. Ce fragment 
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digere par Eco RI et Ssjl genere un insert de 460 pb qui a ete co-clone avec l'insert S&I- 
de 1 kb du pBTKl contenant la partie 3' du gene HSV1-TK dans le plasmide pUC19 
digere par EsqRI et Xhal ; ce plasmide pUCTK contient le gene HSV1-TK sous forme de 
cassette Nde l-BamHI qui a ete clonee entre les sites Nde f et BamHI du pETlla pour 
creer le plasmide pXL2638. Ce plasmide permet d'exprimer le gene HSV1-TK sous le 
contrdle du promoteur du gene 10 du bacteriophage T7 ; ce promoteur etant induit 
lorsque TARN polymerase du bacteriophage T7 est synthetisee comme par exemple dans 
la souche de £. csli BL21, lambdaDE3 (Studier et coll. 1990 Methods Enzymol. 185 
p89). 

1-2 Preparation dcs extra its acellulaires. 

Les extraits acellulaires de souche de E. surproduisant la proteme HSV1-TK 
peuvent etre prepares de diverses fa^ons, parmi lesquelles on peut citer, la lyse au 
lysozyme en presence d'EDTA, l*utilisation d'appareils de broyage de type Menton-Golin, 
French Press, X-Press, ou Taction des ultrasons. Plus particulierement, les extraits 
acellulaires de la souche de £• cfili BL21, lambdaDE3 (Novagen Inc) pXL2638 ont ete 
prepares de la fa9on suivante: 

La souche E. BL21, lambdaDE3 pXL2638 est cultivee en milieu LB (Luria- 
Bertani) + ampicilline (50 mg/1) a 37 °C jusqu'a une absorbance a 600 nm de 0,7 ; la 
production de la proteine HSV1-TK est induite par I'ajout de 1 mM IPTG (isopropylthio- 
beta-D-galactoside) et s'effectue en poursuivant la croissance des cellules pendant 3 heures 
a 30 °C. Apres centrifugation (5000 x g; 20 min), les cellules obtenues a partir de 1 I de 
culture sont resuspendues dans 10 ml de tampon Tris/HCI 50 mM pH 7.8, contenant 5 
mM DTT, 4 mM MgC12, et 10 % glycerol (v/v), et soniquees durant 4 min a 4°C. Apres 
centrifugation (50 000 x g; 1 h), le surnageant est injecte* sur une colonne de Source 15Q 
(50 ml de gel; Pharmacia) equilibree dans le tampon pi-dessus. Les proteines sont eluees 
avec un gradient lineaire de 0 a 400 mM NaCI dans le tampon A. Les fractions contenant 
l'activite TK sont regroupees, amenees a une concentration finale de 1,1 M de sulfate 
d'ammonium et chromatographiees sur une colonne de Phenyl-Superose HR 10/10 
(Pharmacia) eluee avec un gradient lineaire decroissant de 1,1 a 0 M de sulfate 
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d'ammonium. Les fractions contenant I'activite TK sont regroupees. Apres cette etape, la 
preparation presente une seule bande visible en SDS-PAGE, apres revelation au Bleu de 
Coomassie, et cette bande migre avec un poids moleculaire apparent de 41 000 environ. 

1-3 Dosage de ractivitS TK. 

5 On peut detecter I'activite ATP-dependante de phosphorylation de nucleosides en 

procedant par exemple de la fa9on suivante: 

un extrait enzymatique contenant environ 0.1 unite de TK est incube durant 15 min 
a 37°C dans 100 de tampon Tris/HCl 50 mM pH 7.8 contenant 1 mg/ml BSA (albumine 
bovine serique), 5 mM ATP, 4 mM MgC12, 12 mM KC1, 2 mM DTT, 600 ^M EDTA et 
10 100 \iM [8-3H]-GCV (40 nCi/nmol) La reaction est arretee par I'ajout de 10 \i\ de tampon 
Tris/HCl 50 mM pH 7.8 contenant ImM thymidine non radioactive. Les especes 
phosphorylees sont fixees sur une colonne de DEAE-Sephadex (400 \x\ de gel), puis, aprfcs 
lavage de la colonne, ces especes sont eluees par 2 ml de 1 M HQ. La radioactivite dans 
l'echantillon est ensuite comptee par scintillation liquide. 

15 Le dosage de I'activite TK en utilisant la thymidine comme substrat est effectue de 

la meme fa9on en mettant en jeu 0,002 unite de TK et 1 |iM [6-3H]-thymidine (2 
nCi/nmol). 

L"unite d'activite TK est definie comme la quantite d'enzyme necessaire pour 
phosphoryler 1 nmol de substrat par min dans les conditions ci-dessus. 

20 Pour le calcul des constantes cinetiques, la quantite de TK introduite dans la 

reaction enzymatique est ajustee de fa^on a transformer au maximum 5 % du substrat 
introduit au depart, et I'activite specifique de ce substrat est augmentee en consequence. 
Les courbes de Michaelis sont ajustees aux points experimentaux a l'aide du logiciel 
Enzfitter (Sigma). 

25 1-4 Plasmide nXL2645 nermettant un criblaoe biochimiuue. 
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Les systemes ^expression heterologue chez E. colj sont nombreux et bien connus 
de Thomme du metier. L'expression du gene HSV1-TK s'est averee etre la meilleure pour 
le criblage biochimique lorsque le gene est exprime a Paide du promoteur tryptophane 
pTryp a un nombre de copies eleve sur le plasmide pXL2645. L'insert Ndel-Xbal de 1,4 
kb du pUCTK est co-clone avec les inserts Ndel-EcoRI de 120 bp et EcoRI-Xbfll de 3,1 
kb du pXL694 (Jung et coll. 1988 Ann. Inst. Pasteur/Microbiol. J3g pl29) pour generer le 
plasmide pXL2619. Les inserts suivant du pXL2619 : EcoRJ-Xbal de 1,5 kb (contenant le 
gene HSV1-TK et pTryp : la region promoteur/op^rateur de Poperon tryptophane de E- 
coJi suivie du RBS (site de fixation des ribosomes) du gene fill de lambda) et Xbal-BfinjHI 
de 530 bp contenant la region terminateur TrrnB de l'operon ribosomal de £. £o!i sont co- 
clones dans le vecteur pBSK+ pour cr^er le plasmide pXL2645. 

1-5 Mutagenese du plasmide. 

De nombreuses methodes permettant de realiser la mutagenese dirigee ou au 
hasard sur plasmide sont connues de Thomme de Tart et on peut citer la mutagdnSse 
15 dirigee par PCR ou par oligonucleotide en suivant les recommandations du fournisseur 
Amersham, la mutagenese au hasard in vitro par des agents chimiques ou in vivo dans des 
souches de £. coji mutatrices (Miller "A short course in bacterial genetics", Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1992). Le plasmide pXL2645 a ete 
mutageneise a rhydroxyiamine selon un protocole deja decrit et qui conduit a des 
20 transitions GC en AT au hasard sur le plasmide (Humphreys et coll. 1976 Mol. Gen. 
Genet. 145 plOl). Cinq ug d'ADN plasmidique, dissous dans un tampon phosphate 0,2 M 
pH6 et contenant 0,4 M d' hydroxy Iamine, sont incubus a 80°C ou 86 °C pendant 30 min 
puis refroidis a temperature ambiante pendant 20 min, la solution est ensuite dialysee puis 
precipitee. L*ADN est alors redissous dans 50 ^il d J eau. Si TADN plasmidique est 
25 pCHl 10 (provenant de Pharmacia) et portant le gene iacZ) des mutants lacZ ~ sont obtenus 
a une frequence de 2 : 4% (resp. 7,6%) lorsque le plasmide est chauffe a 80°C (resp. 86°C) 
en presence d'hydroxylamine. 

1-6 Criblage de mutants presentant une TK modifiee . 



5 
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Le plasmide pXL2645 mutageneise a I'hydroxylamine a 80 °C est introduit par 
electroporation dans la souche de £. coJi Ik" ME8025 (provenant du National Institute of 
Genetics, Mishima, Shizuoka, Ken, Japon). Les electroporants sont ensemmences 
individuellement dans les puits de plaque de microtitration contenant 100 uJ de milieu 
5 minimum M9 supplemente avec 0,4 % de casaminoacides et 50 mg/I d'ampicilline. Les 
cultures sont incubees a 37 °C sous agitation pendant 17 heures. Quinze ul de la culture 
diluee au l/25ieme dans le tampon Tris/HCl 50 mM pH 7.8 sont incubes pendant 20 min a 
37°C dans un volume de 250 ul de tampon Tris/HCl 50 mM pH 7.8 contenant 2 mg/ml 
lysozyme de blanc d'oeuf; 5 mM ATP, 4 mM MgC12, 12 mM KCI, 2 mM DTT, 600 uM 

10 EDTA, 16 uM [8-3HJ-GCV (60 nCi/nmol) et 1 uM [methyl -l4C]-thymidine (56 
nCi/nmol). La reaction est arretee par I'ajout de 25 pi de tampon Tris/HCl 50 mM pH 7.8 
contenant lmM thymidine non radioactive. Les especes phosphorylees sont fixees sur une 
colonne de DEAE-Sephadex (400 ul de gel), puis, apres lavage de la colonne, ces esp6ces 
sont eluees par 2 ml de 1 M HCL La radioactivite (3H et 14C) dans I'echantillon est 

15 ensuite comptee par scintillation liquide en utilisant un programme de double marquage, et 
le ratio 3H/14C est calcule pour chaque echantillon. 

Pour chaque plaque de microtitration de 96 puits, sont calcules la moyenne des 
ratios 3H/14C de l'ensemble des clones (M) et recart-type (a) de la distribution des ratios 
3H/14C. De plus la quantite de proteines presente dans chacun des puits de la plaque 96 
20 puits est mesuree a Taide du reactif de Bradford (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, 
Pierce) a partir d'une fraction aliquote de la dilution au l/25ieme preparee 9i-dessus. Tout 
clone presentant une teneur en proteines inferieure au quart de la moyenne des clones de la 
boite est elimine deTmitivement. 

Le ratio 3H/14C obtenu pour chaque clone d'une boite 96 puits est compare a la 
25 moyenne M. Les clones presentant un ratio superieur a la somme M+3a tout en presentant 
une activite de phosphorylation de la thymidine superieure a M/2 sont retenus pour 
confirmation et etude. 
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Le tableau 1 resume les resultats obtenus apres criblage de 4129 clones provenant 
de la mutagenese a 1'hydroxylamine du pXL2645 a 80°C. Dans ce criblage, pour l'enzyme 
sauvage, l'acuvite TK est rapportee a 100% et Je rapport GCWThy est de 1. 

A lSssue de cette etude, il est mis en evidence un mutant dit 1 537:E4 manifestant 



5 un comportement plus activateur vis a vis du ganciclovir. 



Activite TK 






Mutants 






%<TK<% 


Norabre 


Noms 


Frequence 

% 


Elevee 


233 <TK<320 


2 


3841 :D2 
3841 :F3 


0,05 


Faible 


5<TK<10 


17 




0,4 


Nulle 


TK<5 


99 




2,4 


Nulle sur le GCV mais 
♦ inchangee sur la 
thymidine 




1 


2881:C8 


0,02 


Elevee sur le GCV 
mais inchangee sur la 
thymidine 


GCV/Thy : 
1,76 (o: 0,11) 
l ? 70(o:0 T 19) 


2 


1537:E4 
1921H:12 


0,05 



TABLEAU 1 



EXEMPLE 2 : STRUCTURE PRIMA IRE ET CARACTERISATION 
BIOCHIMIQUE DU MUTANT 1537:E4. 

2-1 Sequence du gene HSV1-TK du mutant 1537:E4 . 

Le gene HSV-TK exprime a partir du mutant 1537:E4 a ete sequence sur les deux 
brins et une seule mutation G180A a ete observee. Cette mutation correspond a une 
substitution Met60Ile. II est a noter que ce residu est situe dans la region consensus du site 
de fixation de l'ATP. Un travail comparable a ete realise avec le mutant 1921 :H12 et la 
meme substitution (Met60Ile) a ete observee. 

2-2 Clonage dti gene HSV1-TK du mutant I537:E4 dans un vecteur 
procarvote d'exnression elevee. 
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L'inscrt Ndel-BamHI de 1,4 kb codant pour le gene HSV1-TK du mutant 1537:E4 
a ete clone dans le vecteur d'expression pETl la pour generer le pET:E4. C'est a partir de 
ce plasmide pET:E4 que renzyme HSV1-TK du mutant 1537:E4 a ete produKe chez £• 
coli BL21, lambdaDE3 dans les conditions decrites en 1-2. 

Donnees bio chimiques. 

Les constantes cinetiques pour la TK mutante 1537:E4 et la TK sauvage prise en 
reference sont obtenues dans les conditions de dosage enzymatiques decrites au 
paragraphe 1-3. L'ensemble des valeurs obtenues est raporte dans le tableau 2. La courbe 
de la figure 2 montre les vitesses initiates de phosphorylation en fonction de la 
concentration de GCV pour les deux enzymes 1537:E4 et sauvage. EUe &it apparaitre en 
particulier l'absence presque totale d'inhibition de l'activite de phosphorylation du GCV par 
la TK mutante 1537:E4, contrairement a l'enzyme sauvage pour laquelle l'inbibition est 
tres nette a partir de 1 5 uM. Cette courbe montre de plus une augmentation d'un fecteur 2 
a 2,5 de la vitesse initiate de phosphorylation du GCV a partir de 15-20 uM avec l'enzyme 
mutante 1537:E4 par rapport a l'enzyme sauvage. Le tableau 2 montre d'autre part que 
Tenzyme mutante 1537:E4 presente une vitesse initiate maximale (Vmax) de 
phosphorylation de la thymidine reduite d'un facteur 1,5 par rapport a l'enzyme sauvage. 
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EXAMPLE 3 ; OBTENTION, STRUCTURE PREVIAIRE ET 
CARACTERISATION BIOCHIMQUE DES MUTANTS 2-865:H12 ET 2-3361 :D3. 

3.1 Obtention des mutants 2-865:H12 ET 2-3361:D3. 

Le plasmide pXL2838, issu du mutant 1537:E4 porte, sous le contr61e du 
5 promoteur pTryp, le gene HSV1-TK dont la proteine TK est differente de la proteine 
sauvage par la mutation M60L Ce plasmide est rnutageneise a l'hydroxylamine a 86°C puis 
introduit par electroporation dans la souche E. coji ik~ ME8025. Un total de 4992 
electroporants sont analyses pour leur capacite a phosphoryier le ganciclovir et la thymidine 
comme cela est decrit dans l'exemple 1-6. Les resultats de ce criblage sont resumes dans le 
10 tableau 3 ou Tactivite TK est rapportee a 100% et le rapport GCV/Thy est de 1 pour 
Tenzyme sauvage. Deux mutants 2-865;H12 et 2-3361:D3 presentent un comportement 
plus activateur vis avis du ganciclovir. 



Tableau 3 



Activite TK 


%<TK<% 


nombre 


MUTANTS 
Noms 


Frequence % 


Nulle 


TK<5 


227 




4,5 


Faible 


5<TK<10 


55 




1.1 


Elevee sur le G 
mais inchangee s 
thymidine 


GCV/Thy : 
4,95 +/- 0,66 
3,99+/- 0,53 


2 


2-865:H12 
2-336 1:D3 


0,04 



3-2 Sequence du gene HSV1-TK des mutants 2-865:H12 et 2-3361 :D3. 



15 Le gene HSV1-TK exprime a partir des mutants 2-865:H12 et 2-3361:D3 a ete 

sequence sur les deux brins et les mutations suivantes ont ete observees. Avec le mutant 2- 
865:H12, les mutations sont G28A, G30A et G180A ce qui correspond aux substitutions 
AJalOThr et Met60Ile. Alors qu'avec le mutant 2-3361 :D3 les mutations sont G16A, 
G180A, C306T et C308T ce qui correspond aux substitutions Gly6Ser, Met6011e et 

20 Thrl03Ile. 
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3-3 Importance de la mutation localis ee dans la N-terminale de la TK . 

Les enzymes des mutants 2-865:H12 et 2-3361 :D3 portent toutes deux une 
mutation dans la partie N-terminale de ia thymidine kinase position 10 ou 6. Puisque 
l'enzyme correspondant au mutant 2-3361 :D3 comporte aussi une mutation en position 103, 
5 des plasmides comportant les mutations en position 6 et 60 (pXL2964) ou en position 60 et 
103 (pXL2963) ou en position 103 (pXL2965) ont ete constants de la facon suivante. 
L'insert SaaBI-B§pEI de 400 bp du plasmide pXL2840 (plasmide extrah du mutant 2- 
3361 :D3) a ete clone soh dans le plasmide pXL264S digere par SnaBI-BsgEI pour generer 
pXL2965, ou soit dans le plasmide pXL2838 digere par SnaBI-lspEI pour generer 
0 pXL2963. Le plasmide pXL2964 correspond a la ligature de l'insert M!ul-2£mnl de 2,9 kb 
du pXL2838 avec le fragment 2£mnl- Myl de 2,1 kb du pXL2840. Ces plasmides ont ete 
transforms dans la souche de E. coH ME8025 et Tactivite thymidine kinase sur la thymidine 
et le ganciclovir est determinee comme dans l'exemple 1-6, les rapports GCV/Thy figurent 
dans le tableau 4. 



5 Tableau 4 



Plasmide (Mutant) 


Mutation de l'enzyme 
TK 


GCV/Thy 


PXL2645 


TK sauvage 


1,00+/- 0,08 


pXL2838 0537:E4) 


M60I 


1,60+/- 0,17 


PXL2840 (2-3361 :D3) 


G6S, M60L T103I 


3, 10+/- 0.26 


pXL2963 


M60I 1 T103I 


1,60+/- 0,18 


pXL2964 


G6S, M60I 


2,80 +/- 0,40 


pXL2965 


T103I 


1,00+/- 0,18 



Seul le rapport GCVyThy obtenu avec le plasmide pXL2964 est comparable a celui 
obtenu avec le plasmide pXL2840. Et l ensemble des resultats montrent que ce n'est pas la 
mutation en position 103 mais la mutation en position 6 qui conduit a une amelioration de 
i'activite TK sur le GCV du mutant 2-336! :D3 par rapport au mutant 1537:E4. 
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3-4 Clonage du gene HSV1-TK des mutants 2-865:H12 et 2-3361 :D3 dans tin 
vecteur procarvote depression elevee. 

L'insert Ndel - Bam HI codant pour le gene HSV1-TK provenant du mutant 2- 
865:H12 (respectivement 2-3361 :D3) a ete clone dans le vecteur d'expression pETl la pour 
5 former le plasmide pXL2843 (respectivement pXL2841). Ces plasmides ont ete transformes 
dans E- £Qli BL21merlambdaDE3 afin de produire les enzymes de ces deux mutants. 

3-5 Donnees biochimioues. 

Les enzymes TK issues des cultures E. cpU BL2 1 rnetiambd aDE3 , pXL2843 et E 
coli BL21metiambdaDE3, pXL2841 ont ete purifiees jusqu'a homogeneite. Les constantes 

10 cinetiques pour la TK des mutants 2-865 :H 12 et 2-3361 :D3 ont ete determinees et 
comparees a celles de la TK sauvage et du mutant 1537.E4. L'ensemble des valeurs est 
rapporte sur la figure 3. La courbe de la figure 3 montre les vitesses de phosphorylation en 
fonction de la concentration en GC V pour les quatre enzymes. Elle fait apparaltre une levee 
presque totale de Tinhibition par le GCV des TK mutantes 1537:E4 2-865:H12 et 2- 

15 3361 :D3 contrairement a Tenzyme sauvage pour laquelle l'inhibition est nette au dela de 30 
uM. Cette courbe montre aussi une augmentation de la vhesse de phosphorylation du GCV 
d'un facteur 1,6 a 2,5 a 16 pM de GCV et de 4,3 a 4,9 a 100 uM de GCV par rapport a 
Penzyme sauvage. Le tableau de la figure 3 montre que les enzymes des mutants 2-865 :H 12 
et 2-3361 :D3 se component comme V enzyme sauvage en ce qui concerne la vitesse de 

20 phosphorylation de la thymidine. 

EXEMPLE 4 - CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION DES 
VARIANTS DE TK 

Cet exemple decrit la construction de vecteurs utilisables pour le transfer! des 
sequences d'acides nucleiques de l'invention in vitro ou in vivo. 

25 4.1 - Construction de vecteurs plasmidiques 



Pour la construction de vecteurs plasmidiques, 2 types de vecteurs ont ete utilises. 
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- Le vecteur pSV2, decrit dans DNA Cloning, A practical approach Vol.2, D.M. 
Glover (Ed) IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985. Ce vecteur est un vecteur 
d'expression eucaryote. Les acides nucteiques codant pour les variants TK ont ete inseres 
dans ce vecteur aux sites Hpal-EcoRV. lis sont ainsi places sous le controle du promoteur 

5 de Tenhancer du virus SV40. 

- Le vecteur pCDNA3 (Iiwitrogen). n s < ag j t egalement d'un vecteur d'expression 
eucaryote. Les sequences d'acides nucl&ques codant pour les variants TK de Pinvention 
sont ainsi placees, dans ce vecteur, sous le controle du promoteur precoce du CMV. 
Toutes les constructions decrites dans l'exemple lont 6x6 introduites dans ce vecteur entre 

1 0 les sites Hind Dl / Not I pour etre testees dans les diffexents systemes devaluation in vivo. 

4.2 - Construction de vecteurs viraux 

Selon un mode particulier, l'invention reside dans la construction et Tutilisation de 
vecteurs viraux permettant le transfert et I'expression in vivo des acides nucleiques tels que 
definis ci-avant. 

15 S'agissant plus particulierement d'adenovirus, diflKrents serotypes, dont la structure 

et les proprietes varient quelque peu, ont ete caracterises. Parmi ces serotypes, on prefere 
utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 
ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi les 
adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut citer 

20 les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exempie : Mavl, Beard et al. t Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exempie : SAV). De 
preference, l'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus preferentiellement 
un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exempie], De 
preference, on utilise dans le cadre de l'invention des adenovirus d'origine humaine ou 

25 canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de l'invention comprenent les ITR, une 
sequence permettant l'encapsidation et un acide nucleique selon Tinvention. Encore plus 
preferentiellement, dans le genome des adenovirus de l'invention, la region El au moins est 
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non fonctionnelle. Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel par toute 
technique connue de Phomme du metier, et notamment par suppression totale, 
substitution, deletion parti ell e, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes 
considered . De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de I'ADN isole) ou 
in situ, par exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par 
traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres regions peuvent egalement €tre 
modifiees, et notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 
(W094/28152, W094/12649, WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un mode 
preTere de mise en oeuvre, l'adenovirus selon ['invention comprend une deletion dans les 
regions El et E4. Selon un autre mode de realisation preTere, il comprend une deletion 
dans region El au niveau de laquelle sont inseres la region E4 et la sequence d'acides 
nucleiques de 1'invention (Cf FR94 13355). Dans les virus de Invention, la deletion dans la 
region El s'etend preferentiellement des nucleotides 455 a 3329 sur la sequence de 
l'adenovirus Ad5. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon 1'invention peuvent etre prepares par 
toute technique connue de l'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195, EP 
185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'acides nucleiques revendiquee. La recombinaison homologue se produit apres 
co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La 
lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, et 
(ii), comporter les sequences capables de complementer la partie du genome de 
l'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein 
embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 
(12 %) ou des lignees capables de complementer les fonctions El et E4 telles que decrites 
notamment dans les demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 
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Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de vims a ADN de taille 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de maniere 
stable et site-specifique. lis sont capables d'infecter un large spectre de cellules, sans 
induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differentiation cellulaires. Par 
5 ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez rhomme. Le g&ome des 
AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend environ 4700 bases, et contient a 
chaque extremhe une region repetee inversee (ITR) de 145 bases environ, servant 
d'origine de replication pour le virus. Le reste du genome est divis£ en 2 regions 
essentielles portant les fbnctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient 
0 le gene rep implique dans la replication virale et l'expression des genes viraux; la partie 
droite du genome, qui contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus. 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de g&ies in vitro et in 
vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 
4,797,368, US5, 139,941, EP 488 528). Ces demandes decrivent differentes constructions 
derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un 
gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in vivo 
(directement dans un organisme) ledit gene d'interet Les AAV recombinants defectifs 
selon l'invention peuvent etre prepares par co-transfection, dans un lignee cellulaire 
infectee par un virus auxiliaire humain (par exemple un adenovirus), d"un plasmide 
contenant une sequence d'acides nucleiques de l'invention d'interet bordee de deux regions 
repetees inversees (TTR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation (genes 
rep et cap) d'AAV. Une lignee cellulaire utilisable est par exemple la lignee 293. Les AAV 
recombinants produits sont ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de 1'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recombinants a ete largernent decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et al., 
New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, EP178220, Bernstein et al. Genet. Eng. 7 
(1985) 235; McCormick, BioTechnoIogy 3 (1985) 689, etc. En particuiier, les retrovirus 
sont des virus integratifs, infectant selectivement les cellules en division. Ils constituent 
done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le genome des retrovirus 
comprend essentiellement deux LTR, unc sequence d'encapsidation et trois regions 
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codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants derives des retrovirus, les 
genes gag, pol et env sont generalement deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une 
sequence d'acide nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a 
partir de differents types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine moloney 
leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le 
HaS V ("harvey sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma 
virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants selon Invention compoitant une 
sequence d'acides nucleiques selon I'invention, un plasmide comportant notamment les 
LTR, la sequence d'encapsidation et ladite sequence d'acides nucleiques est construit, puis 
utilise pour transferer une lignee ceMaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en 
trans les fonctions retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees 
d'encapsidation sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 
d'encapsidation ont ete decrites dans Tart anterieur, et notamment la lignee PA317 
(US4,861,719); la lignee PsiCRP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que des 
sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender et al.j J. 
Virol 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite purifies par des 
techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 
avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus recombinant defectif. Ces vecteurs 
possedent en effet des proprietes particulierement interessantes pour le transfer! de genes 
suicides dans les cellules tumorales. 

4.3 - Vecteurs chimiques 

Parmi les vecteurs synthetiques developpes, on prefere utiliser dans le cadre de 
I'invention les polymeres cationiques de type polylysine, (LKLK)n, (LKKL)n, polyethylene 
imine et DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants. lis possedent la 



V 
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propriete de condenser l'ADN et de promouvoir son association avec la membrane 
cellulaire. Parmi ces derniers, on peut citer les lipopolyamines (lipofectamine, transfectam, 
etc) differents lipides cationiques ou neutres (DOTMA, DOGS, DOPE, etc) ainsi que des 
peptides d'origine nucleaire. En outre, le concept de la transfection ciblee a ete developpe, 

5 mediee par un recepteur, qui met a profit le principe de condenser l'ADN grace au 
porymere cationique tout en dirigeant la fixation du complexe a la membrane grace a un 
couplage chimique entre le polymfcre cationique et le ligand dW recepteur membranaire, 
present a la surface du type cellulaire que Ton veut greffer. Le ciblage du nfcepteur a la 
transferrine, a Tinsuline ou du recepteur des aaaloglycoproteines des hepatocytes a ainsi 

10 et6 d^crit. La preparation d'un composition selon Tinvention utilisant un td vecteur 
chimique est realisee selon toute technique connue de rhomme du metier, generalement 
par ample mise en contact des differents composants. 
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LISTEDE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES : 

5 

( i ) DEPOSANT : 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F> CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE : 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

ic TITRE DE L 1 INVENTION: NOUVEAUX VARIANTS DE LA THYMIDINE 

KINASE, SEQUENCES D 'ACIDES NUCLEIQUES CORRES PON DANTE S ET LEUR 
UTILISATION EN THERAPIE GEN I QUE 

20 (ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

25 (C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC- DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



30 



35 



40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 8 acides amines 

(B) TYPE: acides amines 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GXXXXGK(T/S) 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: B acides amines 

(B) TYPE: acides amines 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

{xi} DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



55 



GFHGMGKT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 1131 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

15 ATG GCT TCG TAC CCC GGC CAT CAA CAC GCG TCT GCG TTC GAC CAG GCT 48 
Met Ala Ser Tyr Pro Gly His Gin His Ala Ser Ala Phe Asp Gin Ala 
1 5 10 15 

GCG CGT TCT CGC GGC CAT AGC AAC CGA CGT ACG GCG TTG CGC CCT CGC 96 
20 Ala Arg Ser Arg Gly His Ser Asn Arg Arg Thr Ala Leu Arg Pro Arg 
20 25 30 

CGG CAG CAA GAA GCC ACG GAA GTC CGC CCG GAG CAG AAA ATG CCC ACG 14 4 

Arg Gin Gin Glu Ala Thr Glu Val Arg Pro Glu Gin Lys Met Pro Thr 
25 35 40 45 

CTA CTG CGG GTT TAT ATA GAC GGT CCC CAC GGG ATA GGG AAA ACC ACC 192 
Leu Leu Arg Val Tyr lie Asp Gly Pro His Gly lie Gly Lys Thr Thr 
50 55 60 



30 



50 



ACC ACG CAA CTG CTG GTG GCC CTG GGT TCG CGC GAC GAT ATC GTC TAC 240 
Thr Thr Gin Leu Leu Val Ala Leu Gly Ser Arg Asp Asp lie Val Tyr 
65 70 75 80 



35 GTA CCC GAG CCG ATG ACT TAC TGG CGG GTG CTG GGG GCT TCC GAG ACA 288 

Val Pro Glu Pro Met Thr Tyr Trp Arg Val Leu Gly Ala Ser Glu Thr 
85 90 95 

ATC GCG AAC ATC TAC ACC ACA CAA CAC CGC CTC GAC CAG GGT GAG ATA 336 

40 He Ala Asn He Tyr Thr Thr Gin His Arg Leu Asp Gin Gly Glu He 

100 105 HO 

TCG GCC GGG GAC GCG GCG GTG GTA ATG ACA AGC GCC CAG ATA ACA ATG 384 

Ser Ala Gly Asp Ala Ala Val Val Met Thr Ser Ala Gin He Thr Met 

45 115 120 125 

GGC ATG CCT TAT GCC GTG ACC GAC GCC GTT CTG GCT CCT CAT ATC GGG 432 

Gly Met Pro Tyr Ala Val Thr Asp Ala Val Leu Ala Pro His He Gly 

130 135 140 



GGG GAG GCT GGG AGC TCA CAT GCC CCG CCC CCG GCC CTC ACC CTC ATC 480 
Gly Glu Ala Gly Ser Ser His Ala Pro Pro Pro Ala Leu Thr Leu He 
145 150 155 160 



55 TTC GAC CGC CAT CCC ATC GCC GCC CTC CTG TGC TAC CCG GCC GCG CGG 528 

Phe Asp Arc His Pro He Ala Ala Leu Leu Cys Tyr Pro Ala Ala Arg 
165 170 175 

TAC CTT ATG GGC AGC ATG ACC CCC CAG GCC GTG CTG GCG TTC GTG GCC 576 

60 Tyr Leu Met Gly Ser Me. Thr Pro Gin Ala Val Leu Ala Phe Val Ala 
ie0 135 190 

CTC ATC CCG CCG ACC TTG CCC GGC ACC AAC ATC GTG CTT GGG GCC CTT 624 

Leu He Pro Pro Thr Leu Pro Gly Thr Asn He Val Leu Gly Ala Leu 
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20 



30 



35 



40 



35 



195 200 205 

CCG GAG GAC AGA CAC ATC GAC CGC CTG GCC AAA CGC CAG CGC CCC GGC 672 
Pro Glu Asp Arg His lie Asp Arg Leu Ala Lys Arg Gin Arg Pro Gly 
210 215 220 

GAG CGG CTG GAC CTG GCT ATG CTG GCT GCG ATT CGC CGC GTT TAC GGG 720 
Glu Arg Leu Asp Leu Ala Met Leu Ala Ala lie Arg Arg Val Tyr Gly 
225 230 235 240 

CTA CrT GCC AAT ACG GTG CGG TAT CTG CAG TGC GGC GGG TCG TGG CGG 768 
Leu Leu Ala Asn Thr Val Arg Tyr Leu Gin Cys Gly Gly Ser Trp Arc 
245 250 255 



15 GAG GAC TGG GGA CAG CTT TCG GGG ACG GCC GTG CCG CCC CAG GGT GCC 
Glu Asp Trp Gly Gin Leu Ser Gly Thr Ala Val Pro Pro Gin Gly Ala 
260 265 270 



Phe Thr Leu Phe Axg Al* Pro Glu Leu Leu Ala Pro Asn Gly Asp Leu 

4.5 290 



816 



GAG CCC CAG AGC AAC GCG GGC CCA CGA CCC CAT ATC GGG GAC ACG TTA 864 
Glu Pro Gin Ser Asn Ala Gly Pro Axg Pro His He Gly Asp Thr Leu 
275 280 285 



TTT ACC CTG TTT CGG GCC CCC GAG TTG CTG GCC CCC AAC GGC GAC CTG 912 
BW " ,PW " T_ " Pro Glu Leu Leu Ala Pro 

295 300 



960 



1008 



TAT AAC GTG TTT GCC TGG GCC TTG GAC GTC TTG GCC AAA CGC CTC CGT 
Tyr Asn Val Phe Ala Trp Ala Leu Asp Val Leu Ala Lys Arg Leu Arg 
305 310 315 320 

TCC ATG CAC GTC TTT ATC CTG GAT TAC GAC CAA TCG CCC GCC GGC TGC 
Ser Met His Val Phe He Leu Asp Tyr Asp Gin Ser Pro Ala Gly Cys 
325 330 335 

CGG GAC GCC CTG CTG CAA CTT ACC TCC GGG ATG GTC CAG ACC CAC GTC 105 6 

Arg Asp Ala Leu Leu Gin Leu Thr Ser Gly Met Val Gin Thr His Val 
340 345 350 

ACC ACC CCC GGC TCC ATA CCG ACG ATA TGC GAC CTG GCG CGC ACG TTT 1104 
Thr Thr Pro Gly Ser lie Pro Thr He Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe 
355 360 365 

GCC CGG GAG ATG GGG GAG GCT AAC TGA 1131 
Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn * 
45 370 375 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(iij TYPE DE MOLECULE : ADNc 



60 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
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TTATGAATTC ATATGGCTTC GTACCCCGGC 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 



TTATTTCTAG AGGTCGAAGA TGAGGGT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1131 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



ATG GCT TCG TAC CCC AGC CAT CAA CAC GCG TCT GCG TTC GAC CAG GCT 4 8 

Met Ala Ser Tyr Pro Ser His Gin His Ala Ser Ala Phe Asp Gin Ala 
15 10 15 

GCG CGT TCT CGC GGC CAT AGC AAC CGA CGT ACG GCG TTG CGC CCT CGC 96 
Ala Arg Ser Arg Gly His Ser Asn Arg Arg Thr Ala Leu Arg Pro Arg 
20 25 30 

CGG CAG CAA GAA GCC ACG GAA GTC CGC CCG GAG CAG AAA ATG CCC ACG 144 
Arg Gin Gin Glu Ala Thr Glu Val Arg Pro Glu Gin Lys Met Pro Thr 



35 



40 



45 



CTA CTG CGG GTT TAT ATA GAC 
Leu Leu Arg Val Tyr lie Asp 
50 55 



GGT CCC CAC GGG ATA GGG AAA ACC ACC 
Gly Pro His Gly He Gly Lys Thr Thr 
60 



192 



ACC ACG CAA CTG CTG GTG GCC 
Thr Thr Gin Leu Leu Val Ala 
65 70 



CTG GGT TCG CGC GAC GAT ATC GTC TAC 
Leu Gly Ser Arg Asp Asp He Val Tyr 
75 80 



GTA CCC GAG CCG ATG ACT TAC 
Val Pro Glu Pre Met Thr Tyr 
85 



TGG CGG GTG CTG GGG GCT TCC GAG ACA 
Trp Arg Val Leu Gly Ala Ser Glu Thr 
90 95 



288 



ATC GCG AAC ATC TAC ACC ACA 
He Ala Asn He Tyr Thr Thr 
100 



CAA CAC CGC CTC GAC CAG GGT GAG ATA 
Gin His Arg Leu Asp Gin Gly Glu He 
105 110 



336 



TCG GCC GGG GAC GCG GCG GTG 



GTA ATG ACA AGC GCC CAG ATA ACA ATG 



334 
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Ser Ala Gly Asp Ala Ala Val Val Met Thr Ser Ala Gin He Thr Met 
115 120 125 

GGC ATG CCT TAT GCC GTG ACC GAC GCC GTT CTG GCT CCT CAT ATC GGG 
0 Gly Met Pro Tyr Ala Val Thr Asp Ala Val Leu Ala Pro His He Gly 
130 135 140 

GGG GAG GCT GGG AGC TCA CAT GCC CCG CCC CCG GCC CTC ACC CTC ATC 
in ?7c Ma Gly Ser Ser His Pro Pro Pro Ala Leu Thr Leu He 
JU 145 150 155 160 

TTC GAC CGC CAT CCC ATC GCC GCC CTC CTG TGC TAC CCG GCC GCG CGG 
Phe Asp Arg His Pro He Ala Ala Leu Leu Cys Tyr Pro Ala Ala Arg 
15 165 170 175 

TAC CTT ATG GGC AGC ATG ACC CCC CAG GCC GTG CTG GCG TTC GTG GCC 
Tyr Leu Met Gly Ser Met Thr Pro Gin Ala Val Leu Ala Phe Val Ala 
1B0 18S 190 

20 CTC ATC CCG CCG ACC TTG CCC GGC ACC AAC ATC GTG CTT GGG GCC CTT 624 
Leu He Pro Pro Thr Leu Pro Gly Thr Asn He Val Leu Gly Ala Leu 
195 200 205 

CCG GAG GAC AGA CAC ATC GAC CGC CTG GCC AAA CGC CAG CGC CCC GGC 672 
^ Pro Glu Asp Arg His He Asp Arg Leu Ala Lys Arg Gin Arg Pro Gly 
21° 215 220 

GAG CGG CTG GAC CTG GCT ATG CTG GCT GCG ATT CGC CGC GTT TAC GGG 720 
™ g LeU ASP L6U Ala Met Leu Ala He Arg Arg Val Tyr Gly 

JU 22S 230 235 240 

CTA CTT GCC AAT ACG GTG CGG TAT CTG CAG TGC GGC GGG TCG TGG CGG 768 
Leu Leu Ala Asn Thr Val Arg Tyr Leu Gin Cys Gly Gly Ser Trp Arg 
35 245 250 255 



40 



60 



GAG GAC TGG GGA CAG CTT TCG GGG ACG GCC GTG CCG CCC CAG GGT GCC 
Glu Asp Trp Gly Gin Leu Ser Gly Thr Ala Val Pro Pro Gin Gly Ala 
260 265 2 70 

GAG CCC CAG AGC AAC GCG GGC CCA CGA CCC CAT ATC GGG GAC ACG TTA 
Glu Pro Gin Ser Asn Ala Gly Pro Arg Pro His He Gly Asp Thr Leu 
275 280 285 



Th^ ^ » TCC ATA CCG ACG ATA TGC GAC CTG SCG CGC ACG TTT 

Thr Thr Pro Gly Ser lie Pro Thr He Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe 
355 360 365 



432 



480 



528 



576 



816 



864 



45 Phi TK C r TG ir CGG GCC CCC GAG TTG CTG CCC «C GGC GAC CTG 912 

LeU Phe Arg Ala Pr ° Glu Leu Leu A la *™ Asn Gly Asp Leu 
^ yu 295 300 

TAT AAC GTG TTT GCC TGG GCC TTG GAC GTC TTG GCC AAA CGC CTC CGT 

50 lot Ala TXP Ma Leu AS P Val Leu Ala Lys Arg Leu Arg 

JyJ JUb 310 315 32 J 

It- m T ? ^ T P ATC CTG GAT TAC GAC CAA TCG CCC GCC GGC TGC 

Ser Met Has Val Phe He Leu Asp Tyr Asp Gin Ser Pro Ala Gly Cys 
55 325 330 335 

*™ f C r TG CTG CAA CTT ACC TCC ATG GTC CAG ACC CAC GTC 

Arg Asp Ala Leu Leu Gin Leu Thr Ser Gly Met Val Gin Thr His Val 
340 34S 3sc 



960 



1008 



1056 



1104 



GCC CGG GAG ATG GGG GAG GCT AAC TGA 
CO Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn * 
370 375 
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(2J INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CABACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1131 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



ATG GCT TCG TAC CCC GGC CAT CAA CAC ACA TCT GCG TTC GAC CAG GCT 
Met Ala Ser Tyr Pro Gly His Gin His Thr Ser Ala Phe Asp Gin Ala 
15 10 15 

GCG CGT TCT CGC GGC CAT AGC AAC CGA CGT ACG GCG TTG CGC CCT CGC 
Ala Arg Ser Arg Gly His Ser Asn Arg Arg Thr Ala Leu Arg Pro Arg 
20 25 30 

CGG CAG CAA GAA GCC ACG GAA GTC CGC CCG GAG CAG AAA ATG CCC ACG 
Arg Gin Gin Glu Ala Thr Glu Val Arg Pro Glu Gin Lys Met Pro Thr 
35 40 45 

CTA CTG CGG GTT TAT ATA GAC GGT CCC CAC GGG ATA GGG AAA ACC ACC 
Leu Leu Arg Val Tyr He Asp Gly Pro His Gly He Gly Lys Thr Thr 
50 55 60 

ACC ACG CAA CTG CTG GTG GCC CTG GGT TCG CGC GAC GAT ATC GTC TAC 
Thr Thr Gin Leu Leu Val Ala Leu Gly Ser Arg Asp Asp He Val Tyr 
65 70 75 80 

GTA CCC GAG CCG ATG ACT TAC TGG CGG GTG CTG GGG GCT TCC GAG ACA 
Val Pro Glu Pro Met Thr Tyr Trp Arg Val Leu Gly Ala Ser Glu Thr 
85 90 95 

ATC GCG AAC ATC TAC ACC ACA CAA CAC CGC CTC GAC CAG GGT GAG ATA 
He Ala Asn He Tyr Thr Thr Gin His Arg Leu Asp Gin Gly Glu He 
100 105 110 

TCG GCC GGG GAC GCG GCG GTG GTA ATG ACA AGC GCC CAG ATA ACA ATG 
Ser Ala Gly Asp Ala Ala Val Val Met Thr Ser Ala Gin He Thr Met 
115 120 125 

GGC ATG CCT TAT GCC GTG ACC GAC GCC GTT CTG GCT CCT CAT ATC GGG 
Gly Met Pro Tyr Ala Val Thr Asp Ala Val Leu Ala Pro His He Gly 
130 135 140 

GGG GAG GCT GGG AGC TCA CAT GCC CCG CCC CCG GCC CTC ACC CTC ATC 
Gly Glu Ala Gly Ser Ser His Ala Pro Pro Pro Ala Leu Thr Leu He 
145 ISO 155 160 

TTC GAC CGC CAT CCC ATC GCC GCC CTC CTG TGC TAC CCG GCC GCG CGG 
Phe Asp Arg His Pro He Ala Ala Leu Leu Cys Tyr Pro Ala Ala Arg 
165 170 175 

TAC CTT ATG GGC AGC ATG ACC CCC CAG GCC GTG CTG GCG TTC GTG GCC 
Tyr Leu Met Gly Ser Met Thr Pro Gin Ala Val Leu Ala Phe Val Ala 
180 185 190 



CTC ATC CCG CCG ACC TTG CCC GGC ACC AAC ATC GTG CTT GGG GCC CTT 
Leu He Pro Pro Thr Leu Pro Gly Thr Asn He Val Leu Gly Ala Leu 
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195 200 205 

CCG GAG GAC AGA CAC ATC GAC CGC CTG GCC AAA CGC CAG CGC CCC GGC 
Pro Glu Asp Arg His lie Asp Arg Leu Ala Lys Arg Gin Arg Pro Gly 
210 215 220 

GAG CGG CTG GAC CTG GCT ATG CTG GCT GCG ATT CGC CGC GTT TAC GGG 
Glu Arg Leu Asp Leu Ala Met Leu Ala Ala lie Arg Arg Val Tyr Glv 
225 230 235 240 

CTA CTT GCC AAT ACG GTG CGG TAT CTG CAG TGC GGC GGG TCG TGG CGG 
Leu Leu Ala Asn Thr Val Arg Tyr Leu Gin Cys Gly Gly Ser Trp Arg 
245 250 255 

GAG GAC TGG GGA CAG CTT TCG GGG ACG GCC GTG CCG CCC CAG GGT GCC 
Glu Asp Trp Gly Gin Leu Ser Gly Thr Ala Val Pro Pro Gin Gly Ala 
260 265 270 

GAG CCC CAG AGC AAC GCG GGC CCA CGA CCC CAT ATC GGG GAC ACG TTA 
Glu Pro Gin Ser Asn Ala Gly Pro Arg Pro His lie Gly Asp Thr Leu 
275 260 285 

TTT ACC CTG TTT CGG GCC CCC GAG TTG CTG GCC CCC AAC GGC GAC CTG 
Phe Thr Leu Phe Arg Ala Pro Glu Leu Leu Ala Pro Asn Gly Asp Leu 
290 295 300 

TAT AAC GTG TTT GCC TGG GCC TTG GAC GTC TTG GCC AAA CGC CTC CGT 
Tyr Asn Val Phe Ala Trp Ala Leu Asp Val Leu Ala Lys Arg Leu Arg 
305 310 315 320 

TCC ATG CAC GTC TTT ATC CTG GAT TAC GAC CAA TCG CCC GCC GGC TGC 
Ser Met His Val Phe He Leu Asp Tyr Asp Gin Ser Pro Ala Gly Cys 
325 330 335 

CGG GAC GCC CTG CTG CAA CTT ACC TCC GGG ATG GTC CAG ACC CAC GTC 
Arg Asp Ala Leu Leu Gin Leu Thr Ser Gly Met Val Gin Thr His Val 
340 345 350 

ACC ACC CCC GGC TCC ATA CCG ACG ATA TGC GAC CTG GCG CGC ACG TTT 
Thr Thr Pro Gly ser He Pro Thr He Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe 
355 360 365 

GCC CGG GAG ATG GGG GAG GCT AAC TGA 
Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn * 
370 375 
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REVENDICATIONS 
1* Sequence d'acides nucleiques codant pour une thymidine kinase caracterisee en 
ce qu'elle possede par rapport a la sequence sauvage au moins une mutation dans la region 
correspondant au site de fixation de l'ATP. 

5 2- Sequence d'acides nucleiques caracterisee en ce qu'elle derive de la sequence 

codant pour une thymidine kinase sauvage, ladite sequence possedant au moins une 
mutation dans la region correspondant au site de fixation de TATP. 

3- Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterisee en ce qu'elle 
derive de la sequence codant pour la thymidine kinase du virus de Therpes simplex de type 

10 1. 

4- Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 3 caracterisee en ce ladite 
sequence comprend au moins une substitution d'une guanine en position 180 par une 
adenine (G180A). 

5- Sequence d'acides nucleiques codant pour un variant de la thymidine kinase 
15 caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi: 

(a) la sequence SEQ ID n° 3 ou une partie de celle ci portant au moins la mutation 
(G180A) ou un de leur hrin complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec les sequences (a) et codant pour un variant de la 
thymidine kinase selon l'invention, 

!0 (c) les variants de (a) et (b) resultant de la degenerescence du code genetique. 

6. Sequence d'acides nucleiques codant pour un variant d'une thymidine kinase 
sauvage susceptible d'etre obtenue par mutagenese, dirigee ou non, d'une sequence selon 
Tune des revendications 1 a 5. 
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7. Sequence d'acides nucleiques sebn Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce qu'elle peut etre d'origine humaine, animate, virale, synthetique ou semi- 
syirthetique. 

8. Variant d'une thymidine kinase sauvage susceptible d'etre exprime a partir dune 
5 sequence d'acides nucleiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

9. Variant d'une thymidine kinase coxnprenant au moins line mutation au niveau de 
son site de fixation a T ATP. 

10. Variant selon la revendication 9 caracterise en ce que la region impliquee dans 
la liaison avec 1'ATP et portant au moins ladite mutation est representee par le motif 

10 GXXXXGK(T/S). 

11. Variant selon la revendication 10 caracterise en ce que la region portant au 
moins ladite mutation est representee par GPHGMGKT. 

12. Variant selon la revendication 11 caracterise en ce que cette mutation 
comprend au moins une substitution en position 60 d'une Methionine par une Isoleucine. 

15 13. Variant d'une thymidine kinase sauvage caracterise en ce qu'il s'agit du mutant 

1537:E4. 

14- Variant d'une thymidine kinase selon les revendications 8 a 13 caracterise en ce 
qu'il presente au moins Tune des performances cinetiques suivantes: 

- une diminution de Finhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de 
20 T analogue de nucleoside a des concentrations elevees en ganciclovir ou en analogue de 

nucleoside; 

- une vitesse de phosphorylation du ganciclovir ou de 1' analogue de nucleoside au 
moins doublee et/ou 

- une reduction de la vitesse de phosphorylation de la thymidine d'au moins un 
25 facteur de 1,5. 
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15. Variant (Tune thymidine kinase sauvage caracterise en ce qu'il presente les 
proprietes cinetiques suivantes: 

- une absence presque totale dinhibhion de ractivite de phosphorylation du 
ganciclovir contrarremem a renzyme sauvage pour laqueUe rinhibition est tres nette i 
5 partirdelSfiM; 

-une augmentation tfun facteur de 2 a 2,5 de la vitesse initiate de phosphorylation 
du GCV a partir de 15-20 (iM par rapport a renzyme sauvage et 

' - une vitesse initiate maximale (Vmax) de la phosphorylation de la thymidine 
reduite d'un facteur 1,5 par rapport a renzyme sauvage 



10 



16- Sequence d'acides nucleiques codant pour une thymidine kinase caracterisee en 
ce qu'elle possede par rapport a la sequence sauvage au moins une mutation dans la region 
correspondant au site de fixation de l'ATP et au moins une mutation dans la region N- 
terminale. 

17- Sequence d'acides nucleiques caractensee en ce qu'elle derive de la sequence 
15 codant pour une thymidine kinase sauvage. ladite sequence possedant au moins une 

mutation dans la region correspondant au site de fixation de l'ATP et au moins une 
mutation dans la region N-terminale. 

18- Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 17 caractensee en ce 
qu'elle derive de la sequence codant pour la thymidine kinase du virus de 1'herpes simplex 

20 detypel. 

19- Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 18 caracterisee en ce ladite 
sequence comprend au moins une substitution d'une guanine en position 180 par une 
adenine (G180A) et au moins une substitution d'une substitution de la guanine en position 
16 par une adenine (G16A) 



25 



20- Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 18 caracterisee en ce ladite 
sequence comprend au moins une substitution d'une guanine en position 180 par une 
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adenine (G180A) et au moins une double substitution des guanines en position 28 et 30 
par des adenines (G28A et G30A). 

21- Sequence d'acides nucleiques codant pour un variant de la thymidine kinase 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi: 

5 (a) les sequences SEQ ID n° 6 et SEQ ID n° 7 ou une partie de celles-ci portant la 

mutation (G180A) et respectivement la mutation G16A et la double mutation (G28A ; 
G30A) ou un de leur brin complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec les sequences (a) et codant pour un variant de la 
thymidine kinase selon rinvention, 

10 (c) les variants de (a) et (b) resultant de la degenerescence du code genetique. 

22. Sequence d'acides nucleiques codant pour un variant d'une thymidine kinase 
sauvage susceptible d'etre obtenue par mutagenese, dirigee ou nan, d'une sequence selon 
Tune des revendications 16 a 21. 

23. Sequence d'acides nucleiques selon Tune des revendications 16 a 22 
15 caracterisee en ce qu'elle peut etre d'origine humaine, animal e, virale, synthetique ou semi- 

synthetique. 

24. Variant d'une thymidine kinase sauvage susceptible d'etre exprime a partir 
d'une sequence d'acides nucleiques selon Tune quelconque des revendications 16 a 23. 

25. Variant selon la revendication 12 comprenant au moins une mutation au niveau 
20 de son site de fixation a T ATP et au moins une mutation dans la region N-tenninale. 

26. Variant selon la revendication 25 comprenant au moins une mutation au niveau 
de son site de fixation a l'ATP et au moins une mutation dans la region N-terminale 
comprise dans les acides amines 1 a 20. 
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27. Variant selon la revendication 26 comprenant au moins une mutation au niveau 
de son site de fixation a J' ATP et au moins une mutation dans la region N-terrninale 
comprise dans les acides amines 1 a 15. 

28. Variant selon la revendication 27 c o m p renant au moins une mutation au niveau 
de son site de fixation a l'ATP et au moins une mutation dans la region N-terminale 
comprise dans les acides amines 1 a 10. 

29. Variant selon la revendication 28 c ompr enant au moins une mutation au niveau 
de son site de fixation a l'ATP et au moins une mutation dans la region N-terrninale 
comprise dans les acides amines 5 a 10. 

30. Variant selon l*une des revendications 25 a 29 caractense en ce que cette 
mutation comprend au moins une substitution en position 60 (f une Methionine par une 
Isoleucine et une substitution en position 10 d'une Alanine par une Threonine. 

31. Variant d'une thymidine kinase sauvage caractense en ce qu'il s'agit du mutant 
2-865:H12. 

32. Variant selon 1W des revendications 25 a 29 caractense en ce que cette 
mutation comprend au moins une substitution en position 60 d'une Methionine par une 
Isoleucine et une substitution en position 6 d'une Glycine par une Serine. 

33. Variant d'une thymidine kinase sauvage caractense en ce qu'il s'agit du mutant 
2-3361:D3. 

34- Variant d'une thymidine kinase selon les revendications 24 a 33 caractense en 
ce qu'il presente au moins Tune des performances cinetiques suivantes: 

- une diminution de l'inhibition de la phosphorylation du ganciclovir ou de 
l'analogue de nucleoside a des concentrations elevees en ganciclovir ou en analogue de 
nucleoside; 
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- une vitesse de phosphorylation du ganciclovir ou de l'analogue de nucleoside au 
moins triplee 

35- Variant d'une thymidine kinase selon les revendication 24 a 33 caracterise en 
ce qu'il presente les proprietes cinetiques suivantes: 

5 - une absence presque totale d'inhibition de Tactivite de phosphorylation du 

ganciclovir contrairement a 1'enzyme sauvage pour laquelle rinhibrtion est tres nette a 
partirde 15 \jM; 

-une augmentation d'un facteur de 3 a 3,5 de la vitesse initiale de phosphorylation 
du GCV a partir de 15-20 uM par rapport a 1'enzyme sauvage. 

10 36. Cassette d' expression comprenant un acide nucleique selon lHine des 

revendications 1 a 7 et 16 a 23, un promoteur permettant son expression et un signal de 
tenninaison de la transcription. 

37- Vecteur comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 7 et 
16 a 23 ou une cassette selon la revendication 36. 

15 38. Vecteur selon selon la revendication 37 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

vecteur viral. 

39. Vecteur selon selon la revendication 38 caracterise en ce qu'D s'agit d'un 
adenovirus recombinant def ectif . 

40. Vecteur selon selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il s'agit (fun 
20 retrovirus recombinant defectif. 

41. Vecteur selon selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il s'agit d'un AAV 
recombinant defectif. 

42. Vecteur selon selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il s'agit d'un HSV 
recombinant defectif. 
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Figure 1 
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ACTIVITE SPECIFIQUE 

1200t 




CONCENTRATION en 6CV (pM) 



Figure 3 
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